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はじめに
　悪性腫瘍症例に対しては、化学療法、放射線 (X 線 ) 療
法、外科的手術療法を選択されることが多い。さらに遺
伝子治療、免疫療法など新規治療法の臨床試験が行われ、
悪性腫瘍の治療法は多岐にわたるようになった。しかし、
同一疾患に同一治療を施しても、その治療効果・副作用
の程度は様々で、臨床科医はしばしば治療法の選択に苦
慮することがある。
　化学療法、放射線療法に関する研究では、抗癌剤の種類、
投与方法あるいは照射方法などを組み合わせて治療成績
の向上を模索している。最近では化学療法の有効性を高
めるために、遺伝子発現解析から抗癌剤感受性群を選び
出し、投与患者を選別する試みもなされるようになって
きている。その一方で、分子生物学的に立証され、放射
線治療の有効性を高める具体的な手技・診断法は未だ得
られていないのが現状である。
　そこで 21 世紀 COE プログラムの一環として行われる
本研究では、最新の遺伝子解析技術を駆使して、放射線
治療有効群と無効群を照射前に見極める診断システムの
構築を目指している。我々は国内企業（日立ソフトウエ
アエンジニアリング）で開発された３万個の遺伝子を搭
載したオリゴアレイ「AceGene」や、完全長 cDNA ク
ローンから作製した疾患別自家製 cDNA マイクロアレイ
を用いて、種々の癌において網羅的遺伝子発現解析を行
っている。この経験を生かし、扁平上皮癌由来細胞株か
ら同定した放射線感受性株、抵抗性株の網羅的遺伝子発
現解析を行い、放射線感受性診断に用いる候補遺伝子の
同定、放射線感受性を規定する遺伝子群の抽出を進めて
いく。そして最終的には、患者の病状を分子レベルで診
断し、放射線に対する感受性を治療前に予測することに
よって、個々の体質に合った治療法を選択し、放射線治
療の有効性を高めていくことを目指している。また一方
で、放射線治療の無効が予想される症例は、遺伝子治療
あるいは重粒子治療へスムーズに移行できるよう診断シ
ステムを確立することが研究の目的である。
＜対象・方法＞
1. 放射線感受性株、抵抗性株を用いたマイクロアレイ
解析
　食道扁平上皮癌 (12 種 )、口腔扁平上皮癌 (6 種 ) から
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要　旨
　食道・口腔扁平上皮癌に対する放射線・化学療法成績は向上してきたが、その治療効果・副作用の程度は様々
であり、治療前にその予測をすることは困難である。そこで、治療の有効性・効率化を高めるために、マイク
ロアレイを用いた遺伝子発現解析を行い、放射線治療有効群と無効群を照射前に見極める診断システムの構築
を目指す。
　食道・口腔扁平上皮癌 (18 種 ) から樹立された細胞株の放射線生存曲線を求め、感受性群、抵抗性群および中
間群にグループ化した。感受性株、抵抗性株をペアーとして、日立ソフトウエアエンジニアリングで開発され
た３万個の遺伝子を搭載したオリゴアレイ、口腔扁平上皮癌由来 2201 遺伝子からなる自家製 cDNA マイクロ
アレイを用いて解析を行いた。
　オリゴアレイ解析からは、放射線感受性－抵抗性を判別する遺伝子群の抽出を行ったところ、統計学的上 27
遺伝子が抽出され、放射線感受性―抵抗性を識別することが可能であった。cDNA アレイ解析では、感受性株
で発現が上昇している 5 遺伝子、抵抗性株で発現が上昇している 20 遺伝子が抽出された。これらを real time 
PCR で検証したところ、14 遺伝子はアレイ結果と一致したため、感受性株で発現上昇していた 4 遺伝子を抵抗
性株に遺伝子導入して強制発現させたが、放射線感受性は変化しなかった。
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樹立された細胞株に放射線を照射し、各々の細胞株の放
射線生存曲線を求め、感受性群、抵抗性群および中間群
にグループ化した。感受性株、抵抗性株をペアーとして、
放射線未照射の状態からそれぞれ tRNA を抽出し、マイ
クロアレイ解析を行った。
a) オリゴマイクロアレイ解析
　日立ソフトウエアエンジニアリングで開発された３万
個の遺伝子を搭載したオリゴアレイ「AceGene」を用
いて発現遺伝子の解析を行った。得られた発現値を補
正して有効なデータを抽出し、統計学的処理 (t 検定、
ANOVA 検 定、Signal to noise 比、Weighted voting 
algorhythm) を行い、放射線感受性－抵抗性を判別する
遺伝子群の抽出を行った。
b) cDNA マイクロアレイ解析
　口腔扁平上皮癌由来 2201 遺伝子からなる自家製
cDNA マイクロアレイを用いて発現遺伝子の解析を行っ
た。サンプルの発現値がコントロールに対して 1.5 倍以
上変化した遺伝子を放射線感受性規定候補遺伝子として
抽出し、real time PCR を用いて検証実験を行った。
2. 放射線感受性に関与する候補遺伝子の検証：細胞株を
用いて
　マイクロアレイ解析で抽出された放射線感受性候補遺
伝子に関して、細胞株において実際に放射線感受性に影
響を及ぼすか検証する。
a) 特定の遺伝子の過剰発現が放射線感受性に関与すると
仮定した場合、完全長 cDNA ライブラリー由来の cDNA
クローンを放射線抵抗性細胞株に遺伝子導入し、細胞内
で強制発現させる。発現ベクターに完全長 cDNA を組み
込み、ネオマイシンに耐性を持ったプラスミドと共に細
胞染色体上へ遺伝子導入を行った。遺伝子導入により樹
立された新規細胞株が放射線抵抗性から感受性に変化す
るか検証する。
b) 特定の遺伝子の過剰発現が放射線抵抗性に関与すると
仮定した場合、siRNA を作成して放射線抵抗性細胞株に
遺伝子導入し、細胞内での発現を抑制させる。siRNA に
よる導入では一時的導入法を選択し、遺伝子発現抑制に
より放射線抵抗性株が感受性に変化するか検証する。
3. 放射線感受性に関与する候補遺伝子の検証：臨床検体
を用いて
　放射線感受性に関与する候補遺伝子については、手術
不能症例や再発症例など様々な臨床検体を用いて、放射
線感受性診断に用いるマーカーとなりうるか、前向き試
験を行って検証する。
結果・考察
1.  放射線生存曲線
　食道扁平上皮癌 (12 種 )、口腔扁平上皮癌 (6 種 ) から
樹立された細胞株の放射線生存曲線を求めた。SF2 
(Surviving Fraction at 2 Gy irradiation) は 0.165- 
0.707 となり、同じ扁平上皮癌でも感受性に差が見られ
た ( 図 1)。我々の解析結果では、線維芽細胞株など正常
組織における SF2 は 0.8-0.9 を示した。従って経験的に
知られている、扁平上皮癌は正常組織より放射線に感受
性であることが裏付けられている。そこで SF2 の結果か
らこれら扁平上皮癌細胞株を便宜的に SF2<0.4 を感受性
群、SF2>0.6 を抵抗性群、その間を中間群とグループ化し、
TE2-TE13、YES5-YES6、HSC3-HSC2 を感受性―抵
抗性のペアーとして ( 図 2)、以後の解析を行うこととし
た。
2.  マイクロアレイ解析
a) オリゴアレイ
　放射線未照射の状態で放射線感受性株と抵抗性株の
発現解析を施行したが、3 ペアー共通してサンプルの
発現値がコントロールに対して 1.5 倍以上変化した遺
伝子はなかった。そこで統計学的解析により放射線感
受性－抵抗性を判別する遺伝子群の抽出を行ったとこ
ろ、27 遺伝子が抽出された。図 3 に Weighted Voting 
Algorhythm の結果を示す。27 遺伝子を用いて発現解
析を行うと、放射線感受性―抵抗性を統計学的上完全
に識別することが可能であった。27 遺伝子の機能分類
は、細胞周期 1、転写 1、癌 1、他の機能 11、未知の機
能 13 であった。放射線を照射すると、細胞内 DNA の
二重鎖結合に障害が発生し、直ちに損傷部の修復が行わ
れる。この修復に関与する遺伝子群を欠損した細胞株で
は、二重鎖結合の障害を修復することができず、放射線
に対する感受性が増加することなどを我々は報告してき
た (Nimura et al 投稿中 )。この遺伝子群は放射線感受性
を規定するとされているが、今回の検討では修復系の遺
伝子は抽出されなかった。さらに、細胞周期・アポトー
シス系などの遺伝子もほとんど抽出されなかった。これ
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らの理由として、今回用いた検体が放射線未照射であっ
たこと、また樹立された細胞株のバックグラウンドにほ
とんど差がないことが考えられた。
b) 自家製 cDNA アレイ
　自家製 cDNA アレイの利点は、癌組織で実際発現して
いる cDNA をライブラリーから選別している点と、実際
候補遺伝子が挙がってきたときに手持ちの cDNA を用い
てその遺伝子の生物学的機能を検証する実験へスムーズ
に移行できる点である。この利点を生かす目的で、我々
は口腔扁平上皮癌由来の自家製完全長 cDNA マイクロア
レイを作成した。
　cDNA アレイ解析でも、3 ペアー共通してサンプル
の発現値がコントロールに対して 1.5 倍以上変化した遺
伝子はなかった。そこでペアー内での検討を行うと、発
現上昇していた遺伝子数は TE2( 感 )1、TE13( 抵 )3、
YES5( 感 )2、YES6( 抵 )8、HSC3( 感 )2、HSC2( 抵 )9、
総計では感受性株 5 遺伝子、抵抗性株 20 遺伝子であった。
25 遺伝子の機能分類は、細胞骨格 3、転写 1、シグナル
伝達 1、ATP 結合 2、サイトカイン 1、酵素 7、他の機能 4、
未知の機能 6 であったが、やはりオリゴアレイの時と同
様に DNA 障害修復系や細胞周期・アポトーシス系など
の遺伝子は抽出されなかった。
3.  感受性規定候補遺伝子の検証
a) Real time PCR の検証
　cDNA マイクロアレイ解析で抽出された遺伝子に関し
て、real time PCR を用いて検証したところ、25 遺伝
子のうち 14 遺伝子がマイクロアレイの結果と一致した。
その他の遺伝子に関してはアレイ結果と一致しないか、
機能が未知などの理由から検証を省略した。
b) 遺伝子強制発現による検証
　放射線感受性株 HSC3 で発現が上昇している遺伝子
cytokeratin 18 (X12881)、DKFZp564K192 (AL 
136637) を抵抗性株 HSC2 に導入して強制発現させ
( 図 4)、放射線照射後生存曲線を求めた。発現ベクタ
ーに完全長 cDNA を組み込み、細胞染色体上に遺伝
子導入を行った。これらの遺伝子を導入することによ
り、抵抗性株が感受性に変化することを期待したが、結
果は親株と差を認めなかった ( 図 5)。同様に感受性株
YES5 で発現が上昇している遺伝子 Ro/SS-A(M32294)、
prointerleukin 1 beta (X56087) を抵抗性株 YES6 に導
入して強制発現させたが ( 図 4)、結果は同じく生存曲線
に変化はなかった ( 図 5)。これら 4 遺伝子は、放射線抵
抗性株でもすでに発現がみられており、強制発現を目的
に遺伝子導入を行っても、発現量を増強することはでき
なかった。従ってこれら 4 遺伝子抵抗性株でもすでに遺
伝子機能が関与していたことが予想され、感受性を規定
する因子の可能性は低いと考えられた。
今後の予定
　cDNA マイクロアレイ解析で選び出され、real time 
PCR で検証された 14 遺伝子のうち残る 10 遺伝子に関
して、遺伝子導入による強制発現、siRNA 導入による発
現抑制を行い、放射線感受性の変化に寄与するか細胞株
を用いて検証する。感受性規定候補遺伝子については、
臨床検体を用いて、感受性診断の有効性を確認する。
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図 1.　放射線照射後生存曲線　A）食道扁平上皮癌細胞株　B) 口腔扁平上皮癌細胞株
図 2.　放射線感受性―抵抗性株の 3 ペアー（TE2-TE13, YES5-YES6, HSC3-HSC2）
　　　　　　　　　　　　　　感受性（SF2 ＜ 0.4）、抵抗性（SF2）
　　　　　　　　　　　　　　食道扁平上皮癌細胞株：TE2, TE13, YES5, YES6
　　　　　　　　　　　　　　口腔扁平上皮癌細胞株：HSC2, HSC3　
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図 4.　遺伝子導入後発現解析（RT-PCR）
A）HSC3（抵抗性株）で発現上昇した X12881・AL136637 を HSC2（感受性株 ) に遺伝子導入した
B）YES5（抵抗性株 ) で発現上昇した M32294・X56087 を YES6（感受性株）に遺伝子導入した
図 3.　Weighted Voting Algorhythm
The calculation is following :
Vote of the one gene = SNR x ｛Q-(S:Ave + R:Ave)/2｝,
WVA score = addition of 27 gene's vote score
SNR = (S:ave-R:Ave)/(S:SD+R:SD), Q: microarray score of the gene
Positive WVA score means resistant and negative score means sensitive.
S: 感受性、R: 抵抗性
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図 5.　遺伝子導入後放射線照射後生存曲線　A）口腔扁平上皮癌細胞株　B）食道扁平上皮癌細胞株
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